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数種海藻か らのプロ トプラス トの分離 と培養
藤 田 雄 二 ・右 田 清 治
 Isolation and Culture of Protoplasts from Some Seaweeds
 Yuji  FUJITA and  Seiji MIGITA
 Protoplasts were  isolated from vegetative thalli of Ulva pertusa (general strain and sterile 
mutant strain), Enteromorpha linza and Monostroma nitidum  (Chlorophyta) following 
digestion with Cellulase Onozuka R-10. Protoplasts from vegetative thalli of  Uudaria 
pinnatifida (Phaeophyta) and Porphyra yezoensis (Rhodophyta) were obtained by using a 
crude enzyme mixture prepared from the cultured supernatant fraction of Pseudomonas 
strain  P-1 which was isolated from cultivated Porphyra thallus. 
  After 10 days of culture in Provasoli's enriched sea water medium, about 41  — 90% of the 
initial number of protoplasts from three species of Chlorophyta and P. yezoensis regenerated 
cell walls. The cells which regenerated cell walls in general strain of U. pertusa, E. linza 
and M.  nitidum generally formed and discharged gametes or zoospores, and their germlings 
except M. nitidum normally developed into thalli. Most of the cells in the sterile mutant 
strain of U. pertusa and some of cells in E. linza, which regenerated cell walls, underwent 
cell division and grew into spherical or subsherical thalli which were composed of a single 
layer of cells. After regeneration of cell walls, the cells of P. yezoensis underwent cell 
division, formed rhizoids, and grew into thalli of circular or irregular shapes. The thalli 
formed and liberated monospores and their germlings grew into thalli of normal shapes. 
However, protoplasts of U. pinnatifida did not regenerate cell walls after 10 days culture. 
  These results show the possibility of using developable protoplasts in the investigation of 
 nhvginIno-iral  and  srpnptir  nrnhlemc  of  ceawPeric
近年,高 等植物 を中心 として植物体 の組織,器 官 あ
るい は培養細胞か らプロ トプラス ト(原 形 質体)が 分
離 され,細 胞壁の再生,細 胞膜の物質透過性な どの生
理学的研究のみ ならず,遺 伝物質の取込みや細胞融合
に よる雑種の作出 など遺伝,育 種の分野で も利用 され
てい る.
藻類でも高等植物 な どと同様の 目的で プロ トプラス
トが分離 され ているが,AdamichandHemmingsen
(1980)に よるとそれ らの多 くは淡水藻が対象 とされて
い る.海 藻でも数種類の プ ロ トプラス トが分離 されて
い るが(TatewakiandNagata1970,Millner et al.
1979,Saga1984.SagaandSakai1984).海 藻 の プ
ロ トプラス トの分離,培 養法 な どはまだ十分 に確立 さ
れ ていない と判断 され る.海 藻 の生理,遺 伝,育 種 な
どの研究 に プロ トプラ ス トに よる手法 を導 入するには,
先 ず,発 生能 を備 えた プロ トプラス トの分離法 を確立
す ることが必要 であ る.
本報 では,ア ナアオサ,ス サ ビノリな ど数種 の多細
胞海 藻の葉体 か ら酵 素処理 法に よって プロ トプラ ス ト
を分離 し,そ れ らの培 養を行 った結果 を報 告する.
実.験材料 および方法
供試海藻 長 崎県大村湾あ るいは長崎市 近郊の海 岸
で採集 したアナア オサUlva pertusa,(一 般株お よび不
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Number　of　protoplasts　per　l　mE　of　enzyme　mixture　derived　from　O．2g　of　fresh　thallus　：　十十十　＞105－106，
＋＋＞！03，　＋＞102，　一＄lo2．
O．2g　of　vegetative　thallus　cut　into　1－2mm　pieces　were　incubated　in　5me　sea　water　containing　enzyme，
O．8M　mannitol，　penicilin　G　potassium　2，5001U　and　streptomycin　suifate　4mg．　lncubation　was　performed
on　a　reciprocal　shaker　at　room　temperature　（18－200C）．　Data　shown　are　the　results　after　4　hrs，　ex－
cept　to　M．　nitidum　which　was　2　hrs．
＊　Crude　enzyme　A　and　B　were　prepared　from　the　cultured　supernatant　fraction　of　Psttclomonas　strain
P－1　by　means　of　ammonium　sulfate　precipitation　（1000／o　sat．）．
Strain　P一一1　was　cultured　at　200C　for　10　days　in　medium　（KNO3，　lg　；　K2HPO4，　O．lg　；　FeC13．6H20，　10mg；
trisaminomethane　lg　and　sea　water，　1，000m2　；　pH　7．5）　containing　10／o　Wakame　powder　for　enzyme　A　and
10／o　Nori　powder　for　enzyme　B　respectively．
トプラストの径は，アナアオサ14．1～20．2μm，ヒト
エグサ7．5～11．2μm，ウスバアオノリ9．6～14．9μm，
ワカメ11．2～25．3μmおよびスサビノリ13．1～16．5μm
であった．これらの各プロトプラストを培養した結果，
ワカメを除く各プロトプラストは培養開始2～3日後
から細胞壁を再生するものが認められた．各プロトプ
ラストの再生率（％）を求めた結果はTable　2に示
すように，10日間培養後に，アナアオサの不稔性株，
ウスバアオノリおよびスサビノリでは41．　1～46．3％が，
またヒトエグサでは90．4％が細胞壁を再生した．一方，
ワカメでは10日間以上培養を継続しても細胞壁を再生
するものは認められなかった．
　細胞壁を再生するものが認められたアナアオサ，ヒ
トエグサ，ウスバアオノリおよびスサビノリのその後の
培養経過を観察した結果をFig．1，　Fig．2および
Fig．3に示した．アナアオサの不稔性株では，細胞
壁を再生した後，細胞分裂を繰り返し一層細胞の球状，
楕円状に生長したが（Fig．1B，　c），一部は生殖細胞
を形成し（Fig．1D）遊走子を放出した．これらの遊
走子は正常の発生経過をたどり葉体に生長した（Fig．
1E，F）．なお，アナアオサの一般株では大多数が生
殖細胞を形成した．ヒトエグサでは，細胞壁を再生し
た大多数のものが生殖細胞を形成し（Fig．2　B），配偶
子を放出した．ウスバアオノリでは，、細胞壁を再生し
た後，一部では細胞分裂を繰り返しアナアオサの不稔
性株と同様に一層細胞の球状に生長したが（Fig．2D）
多くは生殖細胞を形成し遊走子あるいは配偶子を放出
した．これら配偶子，遊走子は正常の発生経過をたど
り葉体に生長した』（Fig．2E，　F）．スサビノリでは，
細胞壁を再生した後に仮面を形成し（Fig．3B），その
後細胞分裂を繰り返し円形あるいは不定形の葉体に生
　　　　　　　　　　　　　　　　　ギ長した（Fig．3c，　D）．これらの多くめ葉体から単三
Table　2．　Percentage　regeneration　of　cell
　　　　　wall　in　protoplasts　isolated　from
　　　　　vegetative　thalli　of　some　seaweeds．
Protoplarts
Incubation　period
5days 10days
αρe伽8a
iSterile　mutant）
l．ηピ翻襯
d．伽2a
k1．卿傭‘鋸a
o．シθ20εη868
33．2
U8．3
Q9．1
@0
Q3．8
41．1
X0．4
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@0
S6．3
Incubation；　at　20eC　under　3，000　lx（12：12　LD）
　　　　　in　Provasoli’s　enriched　sea　water
　　　　　me（近um．
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子が形成，放出されるのが観察された
（Fig．3E）．その単胞子からの発生体は
線～披針形の正常の葉体になり（Fig．3
F，G），果胞子を形成する成体に生長し
た．
考　　察
　多細胞海藻のプロトプラストは，これ
までボウアオノリ（Millner　etα1．1979），
モツキヒトエ　（Saga　1984）など主に
緑藻の数種葉体から市販のセルラーゼ，
ペクチナーゼなどを用いる酵素処理法に
よって分離され，これらは高い生存率を
示すことが報告されている．一方，褐藻，
紅藻のプロトプラストについては，市販
のセルラーゼ，ペクチナーゼなどの酵素
剤による分離が困難であることから，現
在までのところSaga　and　Sakai（1984）
がマコンブとスサビノリ葉体から分離
した報告があるに過ぎない．このように
多細胞海藻のプロトプラスト分離につい
ての報告はまだ少なく，また生存率の高
いプロトプラストが分離されている場合
でもそれらの発生についてはほとんど報
告されていない．
　アナアオサなど緑藻3種の葉体から
はセルラーゼオノズカR－10での処理に
よってプロトプラストが分離され，これ
までのボウアオノリ，モツキヒトエなど
での分離成功も考慮すると，アオサ，ア
オノリ，ヒトエグサ属のさらに多く種類
のプロトプラストの分離にセルラーゼを
主成分とする市販酵素剤が有効と考えら
れる．また，ワカメ，スサビノリ葉体から
はPseudomonas　P－1株の粗酵素に
よる処理によってプロトプラストの分離
が可能であったが，これはワカメあるい
はノリ葉体の紛末を添加した培養液中で
アルギン酸ポルフィラン，キンランなど
のワカメあるいはスサビノリ葉体の細胞
壁多糖を分離する酵素が主に誘導された
ことによると推察される．Saga　and
Sakai（1984）は，バフンウニ消化管か
ら抽出された酵素を用いてマコンブとス
サビノリ葉体から1m2当り103個のプロ
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Fig．　1．　Protoplasts　of　Ulva　pertusa　and　their　development．
　　　　A．　freshly　isolated　protoplasts．
　　　　B．　15－day　old　thallus，　composed　of　a　single　layer　of
　　　　　cells，　developed　from　protoplast．
　　　　C．　40－day　old　thalli，　showing　sherical　or　subshe　ri－
　　　　　cal　shapes．
　　　　D．　4－day　old，　showing　the　formation　of　zoospores
　　　　　in　the　cell　after　regeneration　of　cell　wall．
　　　　E．　6－day　old，　germlings　of　zoospore．
　　　　F．　30－day　old　thallus　derived　from　germling　of　zoo－
　　　　　spore．
　　　　The　conditions　of　incubation　in　Figs．　1一一3　were　the
　　　　same　as　shown　in　the　footnote　for　Table　2．
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Fig．　2．　Protoplasts　of　Monostroma　nitidum，　Enteromorpha　lima　and
　　　　　　　Undaria　pinma　t　ifida，　and　their　development．
　　　　　　　A．freshly　isolated　protoplasts　fromル1．　nitidum．
　　　　　　　B．　4－day　old，　showing　the　formation　of　gametes　in　the　cell
　　　　　　　　　　of　M．　nitidum　after　regeneration　of　cell　walL
　　　　　　　C．　freshly　isolated　protoplasts　from　E　lin2a．
　　　　　　　D．　30－day　old　thallus，　composed　of　a　single　layer　of　cells，
　　　　　　　　　　developed　from　protoplast　of　E．　linza．
　　　　　　　E．　6－day　old，　parthenogenetic　germling　of　gamete　formed
　　　　　　　　　　after　regeneration　of　cell　wall　in　E．　linza．
　　　　　　　F．　15－day　old　thalli　derived　from　germlings　of　gametes　in　E．　linza．
　　　　　　　G．　freshly　isolated　protoplasts　from　U．　pinnatifida．
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Fig．　3．　Protoplasts　of　Porphorra　ye20ensis　and　their　development．
　　　　A．　freshly　isolated　protoplasts．
　　　　B．　8－days　of　development．
　　　　C．　25－day　old　and　D，　50－day　old　tha｝li，　showing　circular　or　irregular　shapes．
　　　　E．　monospores　liberated　from　20－day　old　thalli，　developed　from　protoplasts，　with　some　of
　　　　　their　germlings．
　　　　F．　35－day　old　and　G，・　50－day　old　thalli　derived　from　monospore　germlings，　with　normal　shapes．
トプラストが分離され，それらの生存率は10％程度で
あったことを報告している．
　プロトプラストの細胞壁の再生率は，ヒトエグサで
はかなり高い値を示したが，その他のものでは40％よ
りやや高いかあるいは全く再生が認められなかった．
このような細胞壁の再生率の相違は種類による細胞壁
合成能の相違が関係していると推察される．しかし，
供試葉体の生理的状態，プロトプラストの調製あるい
は培養方法なども再生に影響することが，十分に考え
られ，再生が認められないか再生率が低い種類につい
てはこれらのことも考慮してさらに検討の必要があろ
う．
　アナアオサの一般株，ウスバアオノリおよびヒトエ
グサのプロトプラストは，細胞壁を再生した後，いず
れの場合も大多数のものが生殖細胞を形成した．一方，
アナアオサの不稔性株では細胞分裂を繰り返し葉体に
生長するものが多く，一般株との相違が示された．不
稔性株でも一部は生殖細胞を形成したが，これはプロ
トプラストという特殊な条件のもとでの現象であると
判断される．
　ノリでは，プロトプラストを生理学的研究や育種の
分野のみならず，殻胞子と同様に養殖のための種苗生
産に利用できる可能性が指摘されている．スサビノリ
では，プロトプラストからの発生体は，殻胞子や単胞
子からの発生体と比較して，網に着生し難く，また円
形，不定形の葉体に生長しやや老化状態を呈すること
などを考慮すると，プロトプラストを種苗とするには
難点が多いように思われる．プロトプラストが細胞壁
を再生した後に，単胞子を同調的に形成，放出させる
ことができる技術が開発されれば，あるいはその単胞
子は養殖に利用できる可能性もあると考えられる．し
かし，この場合でも，病原菌とくに壺状菌に感染して
長崎大学水産学部研究報告　第57号（1985） 45
いる葉体を使用することによる病菌の拡散を防止する
などの病害対策については十分な配慮が必要である．
　なお，今回と同様に調製したスサビノリ野生．色型と
緑．色型葉体からのプロトプラストを用い，融合が起る
ことを確認しており，これについては別に報告する予
定である．
　本研究の一部は昭和59年度文部省科学硯究費によっ
て行ったことを付記し，謝意を表する．
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